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STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

INTRODUCERE

Tumorile gastrointestinale stromale (GIST) sunt cele mai des intalnite tumori de
origine mezenchimala non-epiteliald a tractului digestiv. Studiile din literatura de specialitate
au descoperit ca aceste tumori reprezinta sub 1% din totalul tumorilor tractului digestiv si
aproximativ 10% dintre tumorile de tesuturi moi cu localizare gastrointestinala[1]. Incidenta
acestor tumori nu este bine determinata. S-au efectuat multiple studii pe centre oncologice
atat In Europa, cat si in SUA, pentru a se stabili numarul de cazuri noi pe an. De asemenea s-au
intalnit dificultati in stabilirea incidentei utilizand studii retrospective datorita faptului ca
tumorile GIST nu au fost considerate o patologie distincta cu aspecte specifice. Aceste tumori
reprezinta de fapt o patologie tanara care a devenit de sine statatoare din anul 1980, cand a
fost clasificata separat de celelalte patologii maligne.

Studii efectuate in SUA au prezentat un numar de 5.000 de cazuri noi pe an, in Franta
300-800 cazuri noi pe an, iar in Suedia 2 cazuri la 100.000 de locuitori [2]. Incidenta totalad a
tumorilor GIST se considera a fi 15 cazuri la 1.000.000 de locuitori pe an [3]. Date extrase
dintr-un studiu suedez efectuat in SUA asupra incidentei anuale a GIST a aratat o incidenta
intre 4000 si 5000 de cazuri aparute anual [4].

Un alt studiu epidemiologic efectuat intre 1992 si 2000 a estimat o incidenta de 2000
de cazuri anual in SUA [5]. Acelasi studiu a dovedit ca supravietuirea la 5 ani a bolnavilor cu
GIST este de 45%. Nu se poate stabili incidenta reald a GIST deoarece aceasta pare sa fie mai
mare decat cea descoperita de studiile efectuate din cauza tumorilor GIST mici, care apar in
20% din cazuri si care sunt descoperite accidental fard a avea o manifestare clinica. Aceste
tumori mici pot regresa sau nu progreseaza spre tumori simptomatice, fiind fie nedescoperite
sau chiar descoperite accidental la necropsii. GIST mici descoperite accidental in timpul
investigatiilor efectuate pentru stabilirea altor diagnostice, trebuie urmarite pentru ca
reprezinta leziuni preneoplazice care pot genera prin evolutia lor tumori cu comportament
malign [6,7,8].

GIST-urile apar de obicei dupa varsta de 50 de ani in special la sexul masculin fiind o
patologie rar intalnita sub 40 de ani si extrem de rar intalnita la copii [9,10].

Aceste tumori pot apdrea la nivelul organelor tractului digestiv de la esofag pana la
orificiul anal extern, dezvoltandu-se in peretele viscerelor. De asemenea pot aparea la nivelul
mezenterului, mezocolonului, epiplonului si retroperitoneal, numindu-se EGIST, adica tumori
stromale extra gastrointestinale [11,12].

In literatura de specialitate sunt mentionate si localiziri rare cum ar fi ficatul,
pancreasul, vezicula biliara, septul vaginal, tractul genito-urinar si vena porta
[12,13,14,15,16,17,18,19]. EGIST-urile se dezvolta fara a avea niciun raport cu peretele
organelor tubului digestiv.

Cea mai des Intalnita localizare este stomacul 50-60% din cazuri, urmat de intestinul
subtire 20-25%, colon si rect 5%, esofag 2% [4,5,20,21].

Frecventa crescuta a localizarii acestor tumori la nivelul tractului gastrointestinal este
legata direct proportional de numarul crescut de celule interstitiale Cajal (ICC), prezente in
peretele viscerelor digestive, aceasta celula fiind considerata celula de origine a acestor
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tumori. Mult timp aceste tumori din punct de vedere istoric au fost clasificate ca si
leiomioame, leiomiosarcoame si au ramas nerecunoscute ca patologie distincta pana la
inceputul anilor 1980. Un rol deosebit de important in descoperirea lor l-a jucat
imbunatatirea tehnicilor de imunohistochimie, studiile cu microscopul electronic care au
permis descoperirea trasaturilor caracteristice histologice ale acestor tumori. O data cu
identificarea trasaturilor proprii tumorale aceste tumori care se credeau a fi extrem de rare s-
au adeverit a avea o incidenta mult mai crescuta, crescand numarul de cazuri raportate.

Originea histologica tumorala a fost controversata existind mai multe teorii. Primele
teorii sustineau ca aceste tumori isi au originea In celula musculara neteda, sau in celulele
nervoase, deoarece aveau aspect asemadnator cu acestea. Alta teorie sustinea ca originea
tumorala ar fi o celulda stem pluripotenta bazandu-se pe ideea ca aceasta reprezinta originea
comuna a celulelor Cajal si a celulelor musculare netede. Legatura dintre Celulele Interstitiale
Cajal si GIST s-a realizat numai dupa 1994, atunci cand imunohistochimia a permis elaborarea
de rezultate credibile.In prezent in ciuda teoriilor mai sus mentionate se considera cd aceste
tumori Isi au originea in celula interstitiala Cajal datorita faptului ca atat celula tumorala a
GIST-ului,cat si celula interstitiala prezinta expresie similara a markerilor tumorali CD34 si
CD117 [22].

Celula interstitiala Cajal a fost descoperita in anul 1893 de catre Santiago Ramon y
Cajal, histolog spaniol, laureat al premiului Nobel in anul 1906, considerat a fi parintele
neurologiei moderne [23,24,25]. Celula interstitiala reprezinta un tip particular de celula
caracterizata de localizarea si de natura ei interstitiala de a se interpune intre alte celule.
Similar celulei ICC sunt celulele Leydig, celulele din glanda pineald, ovar si celulele din
interstitiul renal. ICC se gaseste in peretele organelor tubului digestiv, Intre terminatiile
nervoase si celulele musculare netede din peretele viscerelor. Aceste celule se dezvolta din
celulele mezenchimale si au rolul de a regla si propaga precum si de a media impulsul normal
de la neuronii motori enterici la musculatura neteda, producand si influientand peristaltica
[26,27].

Functia lor nu este pe deplin cunoscuta si reprezinta un subiect de cercetare. Se pare
totusi ca aceste celule produc unde cu potential bioelectric scazut. Histologic ele contin cateva
elemente contractile spre deosebire de celulele musculare netede si au o proportie mai mare
de mitocondrii [28].

Descoperirea celulei de origine precum si a markerilor tumorali specifici pentru celula
tumorala GIST, CD34 siCD117 au permis descoperirea si intelegerea procesului de
carcinogenezid in aceastd patologie. Intelegerea carcinogenezei la randul ei a permis o
supravietuire substantiala , iar perioada de pauza a bolii recurentiale a crescut datorita
introducerii tratamentului tintit cu agenti biologici care In acelasi timp ajuta tratamentul
chirurgical. Mecanismul carcinogenezei in GIST consta Intr-o supraexpresie a functiei
receptorului tirozinkinazic KIT de pe suprafata membranei celulare rezultand o crestere a
proliferarii celulare. Mutatia c-Kit a fost descrisa in 1998, si consecutiv, metoda moleculara la
nivel proteic de identificare a CD117 a devenit indispensabila pentru diagnostic. Diagnosticul
corect al acestor tumori din punct de vedere microscopic a devenit esential o data cu
introducerea tratamentului tintit pe baza de inhibitori tirozinkinazici. Introducerea in
tratamentul oncologic al inhibitorilor de receptori tirozinkinazici imatinib si sunitinib a
permis obtinerea unor rezultate terapeutice foarte bune care se reflecta atat in cresterea



supravietuirii precum si In convertirea unor stadii avansate de boala inoperabile in stadii care
se preteaza pentru tratamentul chirurgical.

Potentialul malign al tumorilor gastrointestinale stromale este variabil si depinde de
marime si de indicele mitotic. In functie de acesti parametrii comportamentul poate fi unul
benign sau malign, lucru de care depinde tratamentul oncologic atat cel cu agenti biologici, cat
si cel chirurgical mult sau putin agresiv. De asemenea in urma cercetarilor s-a stabilit ca
tumorile GIST nu metastazeaza pe cale limfatica si nu raspund la chimio- si radio- terapia
obisnuita, mai mult decat atat s-a descoperit ca diseminarea tumorald se face pe cale
hematogeng, ficatul si peritoneul fiind localizarile cele mai des intalnite.

Existd o entitate particulara denumita GIST familial, la care apar tumori multiple
asociate cu hiperpigmentare cutanata. Mai rar GIST se poate asocia cu neurofibromatoza tip I,
triada Carney si paraganglioame.

Supravietuirea si dezvoltarea celularda este strict legata de aportul de substante
nutritive, oxigen, precum si de debarasarea de metaboliti toxici. In mod normal oxigenul poate
difuza din capilare la 1,5-2 mm, celulele degenerand cand aceasta distanta este mai mare.
Acest lucru demostreaza ca expansiunea tumorald peste 1 mm este dependenta de
neovascularizatie. Cand vasele sangvine se dezvolta haotic angiogeneza este patologica si
reprezinta suportul pentru dezvoltarea leziunilor canceroase. La Inceput tumorile maligne pot
evolua fara neovascularizatie, pana cand o parte din celule capata fenotip angiogenic, celulele
endoteliale dormante intrand Intr-o faza de crestere rapida. Fenotipul angiogenic reprezinta
supraexprimarea factorilor angiogenici de catre celula tumorala. Prin angiogeneza definim
procesul de formare al noilor vase sanguine din vase preexistente. Acest proces apare atat in
conditii normale, cat si patologice. Spectrul angiogenezei este In adevar deosebit in tumorile
maligne, in care se formeaza adevarate retele neregulare de vase imature, cu
hiperpermeabilitate, care intretine cresterea tumorala.

Interesul pentru angiogeneza se naste din necesitatea cunoasterii interrelatiei dintre
cresterea si invazia tumoralad si neovascularizatie. Din aceasta cauza este foarte relevanta
posibilitatea cuantificari vaselor sangvine din tumori si din jurul acestora prin metode
imunohistochimice. Pe langa numarul de vase sanguine la un moment dat, este important
daca aceste vase au caracter proliferativ, este important care sunt factorii de crestere care
stimuleaza celulele endoteliale si daca aceste tinte potentiale pot fi inhibate medicamentos.
Acest deziderat este deja o realitate in unele entitati tumorale umane, dar datele referitoare la
GIST sunt lacunare sau chiar necunoscute. Angiogeneza este o conditie esentiala in cresterea
tumorilor maligne [29].Importanta studiului angiogenezei in GIST are o motivatie in plus fata
de restul tumorilor datorita caracteristicilor acestei patologii. Comportamentul benign sau
malign al GIST-ului depinde de marime si localizare, in stransa relatie cu dezvoltarea
vasculara intratumorala [29].

Studiul angiogenezei in GIST este deosebit de important in evaluarea microdensitatii
vasculare, in progresia tumorala , care au drept consecinta reducerea supravietuirii. Desi
exista publicatii asupra angiogenezei asociate GIST, totusi persista numeroase necunoscute
generate in particular de faptul ca aceste studii sunt raportari disparate ale unor metode
morfologice si in special imunohistochimice la serii relativ mici de pacienti. Cele mai multe
publicatii abordeaza un spectru limitat de markeri si nu exista in prezent concluzii definite
asupra rolului medicatiei antiangiogenice la pacientii refractari la terapia devenita deja
conventionala. Este importanta intelegerea interactiunilor care au loc in tumora intre celulele

9



endoteliale, celulele inflamatorii, fibroblaste si celule stromale care se repercuta asupra
neovascularizatiei si metastazarii tumorale [30].Din acest punct de vedere consideram ca
abordarea complexa a studiului angiogenezei asociate GIST este nu numai utila, ci si
importanta din ratiuni practice pentru anumite subtipuri de tumori din acest grup.

Asa dupa cum se observa din datele de mai sus, GIST reprezinta un grup de tumori
definit relativ recent, la care persista Inca numeroase necunoscute, pornind de la datele
epidemiologice - mai clare doar dupa 1990, pana la cele de biologie moleculara - incomplet
caracterizate In prezent. Din aceste puncte de vedere consideram ca subiectul este de mare
interes pe de o parte, actualitate pe de alta parte si aplicabilitate practica prin introducerea
cat mai rapida a unei medicatii specifice si eficiente.
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MOTIVATIE SI OBIECTIVE

Tumorile stromale gastrointestinale au suscitat interes major pentru diferite domenii
ale medicinei in general si oncologiei In special. Pe de o parte pentru ca au fost relativ recent
caracterizate, prin comparatie cu alte tipuri de tumori de la nivelul tractului gastrointestinal.
Pe de alta parte, pentru faptul ca au fost identificate rapid o serie de tinte terapeutice
eficiente, iar medicatia indicata In prezent este larg acceptata de toate forurile stiintifice
internationale. Desi nu se afla pe primele locuri ca frecventd, GIST nu sunt tumori rare, asa
cum am aratat la subcapitolul de epidemiologie. Au fost descrise mai multe subtipuri, avand o
serie de particularitati clinice, evolutive si prognostice. Desi relativ bine caracterizate din
punct de vedere molecular, persistd Inca unele lacune in domeniu, si in consecinta,
alternativele terapeutice la anumite subgrupe de bolnavi sunt neclar formulate. Pe de alta
parte, majoritatea studiilor publicate pana in prezent se adreseaza aproape exclusiv celulei
tumorale si prea putine date sunt disponibile despre micromediul in care se dezvolta tumora
si care ar putea avea impact major asupra ratei de proliferare locala si progresie. Aceste
elemente ar putea avea rol decisiv in adaptarea strategiei terapeutice si supravietuirea
globala a bolnavilor.

Avand in vedere aceste aspecte, am insistat in studiul de fata asupra uneia dintre
componentele esentiale ale micromediului tumoral, respectiv vascularizatia, care mentine si
stimuleaza progresia tumorala. Din datele care ne-au stat la dispozitie, publicatiile referitoare
la angiogeneza din GIST nu sunt numeroase, dar mai important, este faptul ca datele asupra
tipurilor de vase sanguine asociate GIST, capacitatea lor proliferativa sau activarea celulelor
endoteliale sunt lacunare sau chiar lipsesc. In aceste conditii, caracterizarea profilului
molecular al vaselor de neoformatie din GIST ar putea reprezenta bazele pentru o noua tinta
terapeutica mai ales la cazurile care nu raspund la medicatia deja consacrata.

In cadrul cercetirii corespondente acestei teze de doctorat, mi-am propus evaluarea
datelor clinico-patologice, a elementelor microscopice de prognostic, confirmarea prin
imunohistochimie a diagnosticului de GIST la toate cazurile investigate si evaluarea
angiogenezei prin prisma numarului, tipului si caracterului proliferativ si activat endotelial
ale vaselor sanguine din aria tumorala si peritumorala a GIST. Asa cum voi arata mai jos,
metodologia a fost de tip molecular la nivel proteic, pornind de la premiza ca aceste metode sa
poata fi aplicate in practica la toate cazurile diagnosticate, si expresia markerilor utilizati sa
fundamenteze eventuala terapie tintita.
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MATERIAL SI METODA

Au fost studiati 37 de pacienti cu tumori stromale gastrointestinale, suspectate
endocopic, imagistic si tratate chirurgical. Pentru studiul de fata s-a obtinut consimtamantul
scris al bolnavilor si avizul comitetului de etica al facultatii si universitatii. Toate procedurile
s-au efectuat in conformitate cu principiile Declaratiei de la Helsinki si au fost aprobate prin
decizia Comisiei de Etica Institutionale nr.94/19.07.2018.

Materialul de studiu microscopic a fost reprezentat de specimene de tumora prelevate
prin excizie chirurgicala. Fragmentele recoltate au avut dimensiunea maxima de 1 cm3, dupa
recoltare au fost spalate repetat cu ser fiziologic, apoi imersionate in solutia fixatoare de
formalind 10% tamponata la pH 7.2 pentru 24 de ore. Fragmentele fixate au fost incluzionate
in parafina dupa tehnica standardizata in sistem automat, iar din blocurile de parafina au fost
efectuate sectiuni seriate cu grosimea de 3 micrometri pentru coloratiile morfologice si
imunohistochimice. Toate specimenele incluse in studiu au fost prelucrate primar dupa
aceeasi tehnica histologica.

Pentru diagnosticul microscopic, stabilirea tipului si subtipului histopatologic si
evaluarea diferentierii, sectiunile au fost colorate cu metode de rutina bazata pe hematoxilina
si eozina. Pe aceste sectiuni s-a reevaluat tipul celulelor proliferante, precum si
particularitatile observate. Sectiunile destinate studiului histochimic au fost supuse initial
deparafinarii si hidratarii, dupa care peroxidaza endogena a fost inhibata in solutia de peroxid
de hidrogen 3% timp de 5 minute. Timpul de blocare a peroxidazei endogene a fost precedat
de demascarea antigenului, care s-a efectuat cu Bond epitope retrieval solution 2, gata de
utilizare (Leica Biosystems, Newcastle Ltd, Newcastle UponTyne NE 12 8EW, UK). Durata
demascarii antigenului a fost de 20 de minute. Anticorpii primari utilizati in studiul de fata
sunt redati in tabelul de mai jos. Mentionam aici doar vimentina clona V9, care s-a efectuat in
primul rand pentru certificarea fixarii si includerii in parafina corecte, avand in vedere ca este
un epitop sensibil. Reactia pozitivd pentru acest anticorp a semnalat corectitudinea
procedurilor primare de prelucrare. Sistemul de lucru a fost cel furnizat de Leica Bond
Biosystems, Newcastle UponTyne, UK. Pentru vizualizarea produsului final de reactie s-a
utilizat Bond Polymer Refine Detection System si Bond Polymer Refine Red Detection System.

Cromogenul utilizat a fost 3, 3 diamino-benzidine dyhidrochloride cu durata de 10
minute, produsul final de reactie fiind colorat In brun. Nuclei au fost colorati in albastru palid
cu hematoxilina Lillie modificati. Intreaga procedura imunohistochimici a fost efectuati cu
Leica Bond- Max (Leica Biosystems, Newcastle uponTyne, UK) autostainer. Metodele de dubla
imunocolorare au fost efectuate dupa aceeasi procedura, dar a utilizat doi cromogeni,
respectiv diaminobenzidina (brun) si Bond Polymer Refine Red Detection System (rosu).
Metodele de dubla imunocolorare au fost necesare pentru a demonstra caracterul imatur al
vaselor, capacitatea proliferativa si activarea celulelor endoteliale.
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Anticorp Clona Dilutie Semnificatie

Vimentina Vo9 Ready-to- Procesare

use

CD117 Monoclonal Ready—to- Celule tumorale
GIST si mastocite

CD31 Monoclonal Celule endoteliale

$100 Policlonal  Ready-to- Celule Schwann,
use fibre nervoase

Tabel 1. Anticorpii utilizati in studiu

Tehnica tissue microarray.TMA Grand Master este un sistem automat care permite
realizarea de microblocuri de tesut, respectiv prelevarea de mostre de tesuturi in tuburi
pentru PCR. Dispune de blocuri recipiente / bloc de parafina fara tesut, si blocuri donoare -
adica blocuri cu biopsii din care se va extrage tesut. Cu ajutorul unui burghiu se realizeaza
locusuri receptoare. Preluarea tesutului de la donor si plasarea sa se realizeaza computerizat.
Sistemul are capacitate maxima de 12 blocuri recipiente, 60 de blocuri donoare si 6 casete
PCR cu 60 de tuburi si 4 mostre de tesut pentru fiecare tub.

Atat blocul donor, cat si recipientul sunt fotografiate cu o camera digitala din sistem,
pentru exactitatea localizarii. In acest fel pot fi alese cu exactitate zonele din care se pot prelua
fragmente optime de tesut. In cercetarea de fatd am preferat fragment cu diametrul de 2 mm,
care asigura o suprafatd mai mare si evita rezultatele fals negative sau suprainterpretarile
generate de heterogenitatea GIST. Datele de identificare a cazurilor au fost exportate ca atare
prin softul TMA Grand Master (3D Histech, Budapesta, Ungaria).

In figura nr 3.1 este ilustrati o parte din sectiunea histologici ce include 24 cazuri si
care sunt identificare prin programul asociat soft-ului TMA. Aceasta modalitate de abordare a
studiului este deosebit de utild, pe de o parte pentru eficienta economica (se utilizeaza
cantitati foarte mici de reactivi prin comparatie cu alte metode) si se poate realiza o
comparatie imediata intre diferitele cazuri de pe sectiune. Pe preparatele realizate prin TMA
am aplicat aceleasi metode histochimice care sunt incluse in tabelul 1.

Examinarea si achizitia imaginii s-au efectuat cu microscopul Axiocam 506 color, Zeiss,
Jena, Germany. Preparatele standard si cele efectuate pe sectiuni TMA au fost examinate in
aceeasi manierd, stabilindu-se o corelatie intre caracterul omogen sau heterogen al sectiunii
standard si fragmentul ales pentru TMA.

Evaluare. Densitatea microvasculara (MVD) a fost calculata dupa metoda Weidner, asa
cum a fost publicatda In urma cu peste doua decenii. MVD standard a inclus toate vasele
sanguine din aria tumorala si peritumoralg, indiferent de tipul lor - matur, intermediar sau
imatur. MVD specifica a inclus in numarare doar vasele imature si intermediare, singurele
care pot fi tinta reald pentru terapia antivasculara. Evaluarea indexului de proliferare Ki67 s-a
efectuat cu softul specializat si metoda semiautomatd, pusa la punct de Suciu si colab,
2014.[31]

Analiza statistica s-a realizat cu pachetul SPSS17.0, valoarea p mai mic de 0.05 fiind
considerate statistic semnificativa.
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Rezultate asupra diagnosticului microscopic conventional

Diagnosticul microscopic conventional s-a efectuat pe sectiuni colorate cu
hematoxilina-eozina metoda standard. Evaluarea s-a efectuat pe doua tipuri de preparate. In
primul rand au fost efectuate sectiuni din tot blocul de parafina pentru diagnostic si pentru
identificarea zonelor de maxim interes pentru evaluarea moleculara la nivel proteic prin
imunohistochimie. In timpul doi am efectuat sectiuni din blocurile TMA dupi metodologia
descrisa mai sus, pentru a valida procedura in scopul aplicarii metodelor imunohistochimice.
GIST sunt tumori mezenchimale ale tractului gastrointestinal, care prezinta cateva trasaturi
histopatologice caracteristice, si trei subtipuri majore, respectiv cu celule fusiforme,
epiteloide si mixte. GIST-urile de dimensiuni mici se depisteaza de obicei incidental,
majoritatea fiind silentioase si pot ajunge la dimensiuni mari care induc simptomatologie
digestiva nespecifici. In acest capitol am urmirit in special aspectele histopatologice, avand in
vedere unele dificultati, de altfel mentionate in literatura, de a Incadra formele mixte, in
special atunci cand insulele de celule epiteloide sunt mici.

Rezultatele noastre confirma datele din literatura care arata ca tumorile fusiforme
sunt cele mai frecvente. Noi am obtinut rezultate usor diferite fata de cele deja publicate in
ceea ce priveste tumorile mixte, mai numeroase decat in alte statistici. Acest aspect ar putea fi
datorat provenientei din surse diferite a cazurilor selectionate pentru aspectele propuse in
lucrare.

Tipul histologic al tumorii nu pare a fi un factor semnificativ de prognostic, in
particular, referitor la supravietuirea globala nu s-au raportat diferente majore, fiind usor mai
mici pentru forma epiteloida. Rata mitoticd pare sa aiba caracter predictiv asupra
supravietuirii, dar se recomanda calcularea acesteia pe baza unui marker de proliferare cu
ajutorul unui soft pentru analiza imaginii microscopice.GIST-urile sunt tumori relativ rare,
care apar in general la persoane varstnice. Pana in prezent nu au fost publicate studii care sa
sustina valoarea predictiva a varstei, aspect pe care il sustin si observatiile noastre, desi pe un
numar relativ redus de cazuri. In fapt, multe dintre dificultitile pe care le intalnim la pacientii
cu GIST sunt legate de statistici mici, sau pe studii multicentrice, dar bazate pe aplicarea
subiectiva a unor protocoale comune de evaluare.

Concluzie

Dintre cele 37 de cazuri selectionate pentru studiul imunohistochimic final si
demonstrate a fi GIST, majoritatea sunt cu celule fusiforme si cele mai rare sunt epiteloide
pure. Descriem cateva aspecte morfologice particulare, a caror semnificatie urmeaza a fi
elucidata in continuare.

Fig.1 Aspect de ansamblu al proliferdrii tumorale pe sectiune de tip TMA. Remarcdm caracterul omogen,
difuz al tumorii cu rare dilatatii vasculare cu stazd.Coloratie HE
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Stabilirea diagnosticului de GIST prin studiul imunohistochimic
Rezultate asupra expresiei vimentinei si proteinei S100

Vimentina este markerul generic al celulelor de origine mezenchimala si este pozitiva
intr-o mare varietate de tesuturi conjunctive, musculare si epiteliale de origine mezodermica.
Anticorpul anti-vimentind pune in evidenta o proteind filamentoasa de citoschelet, care face
parte din grupa filamentelor intermediare. Reactia imunohistochimica pentru vimentina are
mare sensibilitate, dar specificitate redusa, deoarece este pozitiva intr-un spectru larg de
celule, asa cum am amintit anterior.

In esent3, desi imunoreactia pentru vimentina V9 nu ne-a fost utild pentru diagnosticul
pozitiv si diferential al cazurilor incluse in studiu, am reusit sa selectim cele 37 de GIST-uri
care permit investigatii moleculare sensibile la procesare. Testarea reactivitatii pentru
vimentind s-a efectuat pe preparate prelucrate prin tehnica tissue microarray, fragmentele
prelevate de la fiecare caz fiind alese pe baza observatiilor morfologice conventionale.

Fig.2. Preparat efectuat prin tehnica TMA Grand Master. Imunoreactie pentru vimentind, in care se
observd aspectul omogen al sectiunilor provenite de la sase cazuri diferite si o sectiune tip control extern
al reactiei (mdrire x4).

Reactia pentru vimentina cu produs final de reactie omogen sau moderat heterogen a
fost pozitiva la 37 dintre cele 42 de cazuri initiale . Cazurile negative au fost excluse din
studiu.

Expresia proteinei S100

Proteina S100 este un marker de mare sensibilitate deosebit de util pentru diagnosticul
primar si diferential al leziunilor derivate din structuri corespondente crestelor neurale. Din
acest motiv, este cel mai adesea utilizat pentru diagnosticul tumorilor derivate din nervii
periferici, fiind pozitiv pentru celulele Schwann. Astfel, fibrele nervoase incluse sau localizate
in vecinatatea leziunilor pot fi considerate cel mai util control intern al reactiei. De asemenea,
proteina S100 este deosebit de sensibild pentru tumorile melanocitare, benigne si maligne. in
acest caz, sensibilitatea imunoreactiei este mare, dar specificitatea este redusa.
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De ce am utilizat acest marker In cercetarea de fata? Primul si cel mai important scop a
fost acela de a exclude leziuni proliferative ale nervilor periferici, care adesea au structura
fasciculata, prezinta palisadare, in unele cazuri au varianta epiteloida. Pentru validarea
rezultatelor imunohistochimice, am inclus aceasta metoda chiar de la Inceput, pentru a evita
raportare falsa a rezultatelor aferente lotului de pacienti cu GIST. Cele 37 de cazuri
selectionate ca lot final au negativ la nivelul celulelor tumorale pentru proteina S100.

Fig.3. Imunoreactie negativd pentru proteina S100 in GIST.
Demonstrarea imunohistochimicd a diagnosticului de GIST

Desi aspectul microscopic pe sectiunile colorate cu hematoxilina-eozina este relativ
caracteristic la majoritatea cazurilor, se impune confirmarea imunohistochimica din mai
multe considerente. Pe de o parte pentru diagnosticul diferential, avand in vedere ca multe
dintre GIST sunt cu celule fusiforme si In aceasta categorie intra multe alte entitati
proliferative ale tesuturilor moi. Pe de alta parte din ratiuni terapeutice, terapia tintita avand
drept conditie obligatorie profilul molecular caracteristic. In acest scop, pe cele 37 de cazuri
incluse In final In studiul nostru dupa procedurile de selectie, am aplicat imunoreactiile
pentru CD34 si CD117, care sunt bine standardizate si desi nu au mare specificitate,
combinatia de markeri este suficienta pentru certificarea diagnosticului.

Expresia CD34. Imunoreactia pentru CD34 a fost pozitiva la toate cazurile incluse in
studiu, dar distributia produsului final de reactie a fost diferita. Intensitatea coloratiei este
diferita deoarece la unele cazuri anti-CD34 a legat doar endoteliul vaselor sanguine si unele
celule stromale, iar la alte cazuri (majoritare) imunoreactia a fost pozitiva si in celulele
tumorale.

> L
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Fig.4. Preparat TMA in care se remarcd diferenta de intensitate a coloratiei la imunoreactie pentru CD34.
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In studiul nostru 29 dintre cele 37 de cazuri au fost pozitive pentru CD34, ceea ce
semnaleaza sensibilitate destul de mare, desi specificitatea este redusa, deoarece CD34 este
exprimat de un spectru larg de celule tumorale diferite histogenetic. La cazurile pozitive am
observat o reactie intensa si relativ omogena in toate celulele tumorale ale aceluiasi caz
(fig.5.11). Reactia a avut caracter omogen, in particular la cazurile cu celule fusiforme si
semnificativ heterogen la cele mixte, in care zonele epiteloide au fost mai palid colorate.

Expresia CD117. CD117 este un marker bine cunoscut ca valoare diagnostica pentru
proliferarile de tip GIST. Desi nu are specificitate absolutd, pozitivarea imunoreactiei in
contextul unei tumori gastrointestinale are mare valoare confirmativd. De asemenea,
corelarea rezultatului imunohistochimic cu aspectul morfologic si expresia CD34 sunt de cele
mai multe ori suficiente pentru diagnosticul pozitiv. Reactia imunohistochimica cu anticorpul
anti-c-kit este pozitiva la majoritatea cazurilor, procentajele de pozitivare fiind variabile, In
functie de autori si de seriile de bolnavi investigate, respectiv intre 80 si 100%. Aceste date
conferd reactiei mare specificitate si credibilitate. Date relativ recente precizeaza ca CD117
are sensibilitate crescuta prin comparatie cu toti ceilalti markeri, inclusiv DOG-1. Din aceste
motive am introdus ca obligatorie pentru confirmarea diagnostica a imunoreactiei pentru
CD117 la toate cazurile incluse in studiul de fata.

Reactia pozitiva pentru CD117 a fost in toate cazurile intensa in celulele tinta si nu se
impune scorificare din punct de vedere al intensitatii reactiei. Astfel incat rezultatele noastre
au fost raportate ca pozitiv si negativ. La nivelul tubului digestiv spectrul structurilor normale
pozitive este limitat la celulele interstitiale Cajal din plexurile nervoase submucos si muscular,
si la mastocitele din tesutul conjunctiv normal sau asociat proliferarii neoplazice. Toate
cazurile selectionate pe baza morfologiei si imunoreactiei pentru CD34 au fost pozitive pentru
CD117 la nivelul celulelor tumorale. Produsul final de reactie a fost localizat citoplasmatic
difuz, fara intensificare membranara. Reactia a fost omogena in majoritatea cazurilor si nu am
constatat celule tumorale sau grupuri de celule tumorale negative.

Fig.5. Reactia imunohistochimicd pentru CD117, preparat de TMA. Se remarcd dispozitia
omogend a produsului final de reactie in celulele tumorale, ariile de stromd tumorald fiind
negative.

In concluzia acestui subcapitol, reactia imunohistochimici pentru CD117 este esentiali
pentru precizarea diagnosticului de GIST, corelatd cu aspectele clinice si morfologice
conventionale. Consideram ca este chiar obligatorie, mai ales prin prisma strategiei
terapeutice.
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Evaluarea angiogenezei in GIST
Evaluarea tipurilor de vase sanguine asociate GIST

Vasele sanguine sunt esentiale pentru dezvoltarea, progresia si metastazarea
tumorilor maligne, aspect demonstrat atat prin studii clinico-patologice, cat si experimentale.
Pentru o lunga perioada de timp s-a considerat ca vasele intratumorale reprezinta elemente
preexistente care au fost incluse in proliferarea tumorala. La finele secolului trecut s-a
demonstrat ca celulele tumorale emit semnale care stimuleaza formarea de noi vase sanguine
din cele preexistente, proces care poarta numele de angiogeneza.

Angiogeneza asociata tumorilor maligne are importanta majora, desi procesul se
regaseste si in alte leziuni umane. Majora, pentru ca In absenta vascularizatiei nici o tumora
nu creste peste 3 mm in diametru. Un alt aspect important este faptul ca inhibitia sau
distructia vaselor nou-formate are drept consecinta stoparea proliferarii tumorale, sau cel
putin, In cea mai mare parte. Astfel s-a nascut conceptul de angiogeneza tumorala si anti-
angiogeneza, care pe de o parte se refera la capacitatea celulelor tumorale de a secreta factori
de crestere care stimuleaza proliferarea celulelor endoteliale, urmata de asamblarea vaselor
de neoformatie. Pe de alta parte, medicatia antiangiogenica este deja acceptata pentru
aplicarea clinica intr-o varietate destul de larga de tumori, desi rezultatele de laborator nu au
fost Intotdeauna pe masura asteptarilor o data aplicate in practica medicala. Daca factorii de
crestere si receptorii specifici au fost intens studiati in angiogeneza si exploatati in strategia
terapiei antiangiogenice, mult mai putine sunt datele disponibile asupra profilului vaselor
asociate tumorilor si a terapiei antivasculare. Primele date in acest sens ne parvin tot de la
Judah Folkman, care a descoperit angiostatinul si endostatinul. Avand in vedere aceste
aspecte, ne-am propus evaluarea vascularizatiei asociate GIST prin prisma morfologiei,
densititii vasculare si structurii peretelui vaselor de neoformatie. in acest scop am aplicat
imunoreactiile pentru CD34, amintit in capitolul anterior ca marker diagnostic confirmativ,
CD31 si actina de tip muschi neted. Am abordat studiul in aceastd maniera din mai multe
motive. Pe de o parte reactia anti-CD34 poate fi utild pentru studiul morfologic al vaselor
asociate sau nu tumorii doar la cazurile la care celulele tumorale sunt negative pentru acest
marker. La cazurile CD34-pozitive vasele sanguine sunt mascate In majoritate de catre reactia
intensa de la nivelul celulelor tumorale. Imunocolorarea dubla CD31-actina muschi neted
(Act) este mult mai utila si fiabila, deoarece combina un marker al celulei endoteliale cu un
marker al celulelor perivasculare. CD31 are specificitate mult mai mare pentru celulele
endoteliale decat CD34 si nu coloreaza celulele tumorale ale GIST.

=
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Fig.6.Dubld imunoreactie pentru CD34 (brun] Si Actma muschl neted (rosu), x200/ Vas mature si
imature
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Pe sectiunile colorate prin dubla reactie anti-CD34-anti-Act am putut face diferenta
dintre tipurile de vase asociate tumorii. Pe preparatele noastre CD34 a fost vizualizat in brun,
iar produsul final de reactie pentru Act a fost colorat in rosu . Astfel, am observat mai rar vase
mature, care prezintda lumen permeabil cu sau fara continut, celule perivasculare prezente,
deci coexpresie de CD34 si Act .

Vasele de tip intermediar cu traiect neregulat, peretele foarte subtire, lumenul este
evident pe sectiunile microscopice. Aceste vase sunt instabile morfologic, deoarece nu
prezinta celule perivasculare, iar imunohistochimic sunt pozitive pentru CD34 si negative
pentru Act. Vasele imature, cunoscute si sub numele de muguri vasculari datorita incidentei in
care au fost surprinse au fost cele mai numeroase la cazurile investigate de noi. Aceste vase
sunt de fapt cordoane de celule endoteliale, fara lumen, fara celule perivasculare, cu mare
capacitate de proliferare.

Pe baza acestor rezultate, sustinem ca vasele saunguine imature si intermediare din
aria tumoralad reprezinta o tinta atractiva pentru medicatia antivasculara, iar evaluarea in
special a vaselor imature ar putea fi un indicator important pentru aprecierea eficientei
terapiei antiangiogenice si antivasculare.

Evaluarea ratei de proliferare a endoteliului vaselor de neoformatie

Asa cum am aratat in capitolul precedent, vasele sanguine asociate GIST au morfologie
particulard, sunt diferite de vasele normale si majoritare sunt cele intermediare si imature. La
ambele, celulele endoteliale au capacitate proliferativi crescuti. In conditii normale, celulele
endoteliale au ciclu de viata de lunga durata, de ordinul anilor, si din acest motiv, diviziunile
se observa doar exceptional si nu sunt surprinse pe sectiunile histologice. In cazul in care
endoteliul este activat, asa cum se intampla la vasele care apar prin angiogeneza, proliferarea
endoteliald devine evidentd, in particular la vasele de tip imatur, si mai ales la celulele "lider”
(tip cells) care determina directionarea si pozitionarea viitoarelor vase si a colateralelor lor.

In acest capitol al tezei mi-am propus si evaluez rata de proliferare a celulelor
endoteliale la tumorile incluse in studiu, pe de o parte pentru a caracteriza profilul lor
angiogenic, si pe de alta parte de a incerca sa stabilim daca au sau nu valoare prognostica.

Precizari metodologice.

Proliferarea endoteliala poate fi studiata cu mai multe metode in vitro, dar noi am fost
interesati de evolutia neovaselor pe specimenele umane de GIST. De aceea am ales un marker
vascular de mare specificitate pentru celulele endoteliale, respectiv CD31. Nu am utilizat
CD34, deoarece acest marker coloreaza multe cazuri de GIST si mascheaza in majoritatea
cazurilor vasele sanguine. Pentru proliferarea celulelor endoteliale am utilizat markerul Ki67,
cel mai des utilizat In acest scop de majoritatea autorilor. Am luat In considerare in
interpretare doar coexprimarea CD31 si Ki67, adica doar celulele endoteliale cu nuclei aflati in
mitoza sau faza postmitotica. Limitele studiului sunt legate in special de GIST cu rata mare de
proliferare, la care teoretic, celulele endoteliale proliferante ar putea fi confundate cu cele
tumorale.
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Rezultate

Dubla imunocolorare cu anti CD31/anti-Ki67 semnaleaza prezenta vaselor sanguine in
rosu si a nucleilor de celule proliferante in brun. CD31 a colorat numai citoplasma celulelor
endoteliale, si nu a fost pozitiva pentru celulele stromale sau alte elemente ale stromei
tumorale. In tesutul muscular neted care formeazi musculara propria, aflat la distantd de
proliferarea tumorald, vasele sanguine au fost colorate in rosu la nivel endotelial, iar celulele
endoteliale nu s-au colorat pentru Ki67, ceea ce denota durata lunga de viata a acestor celule.

Toate vasele sanguine au fost pozitive pentru CD31, dar numai cele intratumorale au
prezentat celule endoteliale pozitive pentru Ki67. Vasele peritumorale nu au prezentat celule
endoteliale proliferative la niciunul dintre cazurile studiate.

Vasele sanguine din aria tumorald au traiect neregulat, cu ramificatii multiple, dar
dispuse la intervale relativ regulate evidentiate la obiectiv mic cu CD31 in rosu. Majoritatea
sunt vase imature la care lumenul se distinge cu dificultate sau deloc, fiind dispuse sub forma
de cordoane de celule endoteliale. Vasele de tip intermediar au lumen vizibil cu sau fara
elemente figurate sanguine, celulele endoteliale nefiind dublate de un strat continuu de celule
perivasculare. La obiectiv mare se constatd ca vasele de dimensiuni mici prezinta celule
endoteliale cu nuclei colorati in brun pentru Ki67, ceea ce marcheaza caracterul lor
proliferativ.
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Fig.7. Dubld imunocolorare CD31/Ki67. Vase cu traiect neregulat si multiple ramificatii

Am remarcat faptul ca la tumorile cu rata mare de proliferare celulele endoteliale
prolifereaza putin sau deloc. La aceste cazuri relatia de inversa proportionalitate dintre
proliferarea celulelor tumorale si endoteliale este evidenta. Presupunem ca acest aspect este
consecinta caracterului asincron dintre proliferarea tumorala si secretia de factori
angiogenici. La cazurile studiate de noi, aspectele imunohistochimice obtinute pledeaza
pentru dezvoltarea de noi vase dupa castigarea fenotipului malign. Invers, GIST cu rata redusa
de proliferare au prezentat constant celule endoteliale pozitive pentru Ki67 la toate cazurile.
In unele zone indexul mitotic al celulelor endoteliale a fost mai mare decat al celulelor
tumorale. Consideram ca aceste aspecte, pe care nu le-am gasit semnalate in literatura de
specialitate, reprezinta o contributie originala la cunoasterea interrelatiei dintre celulele
tumorale si angiogeneza tumorala din GIST. Vasele imature, fara lumen, au celule lider
neproliferante, asociate cu celulele imediat urmatoare pozitive pentru Ki67, aspect care
confirmd una dintre observatiile din literaturid. In literatura romaneasci este prima
demonstrare a distributiei celulelor endoteliale de-a lungul vasului de neoformatie pe baza
capacitatii lor proliferative.
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Activarea celulelor endoteliale: moment esential in dezvoltarea vascularizatiei
asociate GIST

Nu sunt cunoscuti markeri care sa indice trecerea de la stadiu neproliferativ la cel
proliferativ al celulelor endoteliale, aspectul prezentand nu numai interes din punct de vedere
al biologiei endoteliului, ci si practic, pentru ca ipotetic, se coreleaza cu achizitia unui fenotip
tumoral cu agresivitate crescuta. Din aceste motive ne-am propus sa evaluam unul dintre
putinii indicatori cunoscuti ai activarii celulelor endoteliale, respectiv endoglina (CD105), dar
in corelatie cu tipul matur intermediar sau imatur de vas sanguin. In acest scop am aplicat
dubla imunocoloratie pentru CD105 si actina de tip muschi neted, asa cum am descris metoda
la capitolul de material si metode. Expresia endoglinei are intensitate semnificativ mai mare
in celulele endoteliale cu potential proliferativ, motiv pentru care este considerata marker util
pentru studiul angiogenezei. Celulele endoteliale din vasele sanguine asociate tumorilor au
caracter proliferativ semnificativ mai mare decat cele din tesuturile normale, dar datele
referitoare la expresia acestui marker in relatie cu tipul histopatologic al GIST si tipul de vas
intratumoral nu au fost investigate si raportate pana in prezent. Consideram ca o astfel de
evaluare este necesard, pentru ca CD105 poate reprezenta o tinta terapeutica atractiva, mai
ales cd pana in prezent nu exista trialuri clinice in acest sens.

Am aplicat metode de dubla colorare imunohistochimica, bazata pe markerul
endotelial CD107, al carui produs final de reactie a fost vizualizat in brun, si actina de tip
muschi neted, al cirei produs final de reactie a fost vizualizat in rosu. In acest fel am putut
cuantifica expresia endoglinei in functie de tipul de vas din aria tumorala.

Rezultate
Imunoreactia a fost pozitiva la toate cazurile, dar intensitatea a fost diferita, in
particular din cauza componentei colorate pentru actina de tip muschi neted.

Fig.8. Preparate de tissue microarray, colorate cu dubld imunoreactie pentru endoglind si
actind. Endoteliul este colorat in brun si componenta actin-pozitiva in rosu. Ob x4.

La majoritatea cazurilor de GIST cu celule fusiforme am remarcat o reactie intensa a
actinei de tip muschi neted . La aceste cazuri a fost uneori dificil sa observam vasele sanguine
in ciuda contrastului puternic intre cei doi agenti de vizualizare. La aceste cazuri MVD a avut
valori mai mici, dar majoritatea vaselor au fost de tip imatur si intermediar, asa cum se
observa . La majoritatea cazurilor, vasele sanguine au fost reprezentate de o mixtura de vase
mature, imature si intermediare . Un aspect particular 1-am observat la un singur caz de GIST
cu celule epiteloide, la care toate vasele din aria tumorala au fost imature, iar elementele
actin-pozitive au fost rare, intens colorate, incluse in stroma tumorala .
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Figura 9. GIST cu

Endoglina/CD105 este un marker fidel al activarii celulelor endoteliale. Cu cea mai
mare probabilitate, activarea pe calea de semnalizare a TGF beta precede proliferarea
demonstrata prin reactia pozitiva cu Ki67. Observatiile noastre pledeaza pentru utilizarea

acestui marker in evaluarea prognosticului pe termen mediu si lung, si pentru utilizarea sa ca
tinta terapeutica.
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CONCLUZII GENERALE

Tumorile GIST reprezinta o patologie rara si relativ tanara, cu un spectru al
comportamentului oscilant de la benign la malign, cu strategii de tratament in continua
dezvoltare in functie de caracteristicile ultrastructurale si imunofenotipice .

Cel mai important rol in stabilirea diagnosticului pozitiv de GIST si a diagnosticului
diferential, apartine testelor de imunohistochimie cu markeri tumorali specifici, avand un rol
determinant in elaborarea ulterioara a managementului oncologic, ce contine tratamentul
medicamentos cu agenti biologici tintiti si pe cel chirurgical, precum si stabilirea succesiunii
lor.

Angiogeneza este o conditie esentiald in cresterea tumorilor maligne , comportamentul
benign sau malign al GIST-ului depinzand de marime si localizare, in stransa relatie cu
dezvoltarea vasculara intratumorala.

Vasele sanguine imature si intermediare din aria tumorala reprezinta o tinta atractiva
pentru medicatia antivasculara in GIST -uri, iar evaluarea in special a vaselor imature ar
putea fi un indicator important pentru aprecierea eficientei terapiei antiangiogenice si
antivasculare.

Evaluarea ratei de proliferare a celulelor endoteliale din aria tumorala a GIST-ului are
nu numai valoare prognostica, dar poate reprezenta un indicator util pentru terapia
antivasculara la pacientii care nu raspund la terapia deja consacrata. Relatia de inversa
proportionalitate dintre proliferarea celulelor tumorale si celulele endoteliale este consecinta
caracterului asincron dintre proliferarea tumorala si secretia de factori angiogenici. Vasele
imature au celule lider neproliferante ,urmate de celule imediat urmatoare pozitive pentru
Ki67, confirmand distributia pe baza capacitatii proliferative.

Endoglina/CD105 este un marker fidel al activarii celulelor endoteliale. Observatiile
noastre pledeaza pentru utilizarea acestui marker pentru evaluarea prognosticului si pentru
utilizarea sa ca tinta terapeutica.
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CONTRIBUTIA INOVATIVA A TEZEI SI ORIGINALITATEA

Originalitatea acestei teze consta in demonstrarea importantei studiului angiogenezei
in GIST, pentru a intelege si a cunoaste interrelatia dintre cresterea si invazia tumorala si
neovascularizatie.

Importanta studiului angiogenezei in aceasta patologie are o motivatie in plus datorita
comportamentului aparte al acestui tip de tumora, benign sau malign ,in functie de marime si
localizare, in stransa corelatie cu dezvoltarea vasculara intratumorala.

Fiind o patologie relativ tanara este foarte important sa descoperim procesele,
interactiunile care au loc in tumora si care se repercuta apoi asupra vascularizatiei si
metastazarii.

Abordarea complexa a studiului angiogenezei asociat GIST este o contributie utila si
importanta din ragiuni practice pentru anumite subtipuri de tumori din acest grup, subiectul
fiind de mare interes, pentru ca permite introducerea rapida a unor linii de medicatie
specifica, cu imbunatatirea prognosticului acestor pacienti.

Aspectele imunohistochimice obtinute, la cazurile studiate in teza, pledeaza pentru
dezvoltarea de noi vase dupa castigarea fenotipului malign, fapt ce reprezinta o contributie
originald la cunoasterea interrelatiei dintre celulele tumorale si angiogeneza in GIST.

Descrierea distributiei celulelor endoteliale in functie de capacitatea lor proliferativa in
vasele de neoformatie, imature din tumorile GIST sudiate reprezinta o premiera in literatura
de specialitate romaneasca.

In Romania nu s-au efectuat studii despre angiogeneza in GIST. Cercetarea de fatd
deschide perspective si in alte abordari canceroase. Rezultatele noastre vor fi imbogatite prin
cresterea numarului de piese de rezectie, obfinute de la un numar mai mare de pacienti care
vor fi diagnosticati corect cu GIST.
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